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絶滅 し、あるものはそれ らの環境に適応 し進化 して来た。比較的短期
間で考えても生物が外的環境に対 してどのように応答 し適応 して生命
を維持 し続けるのか とい うことは、生命現象を研究する上で非常に興
味ある課題である。本論文ではこの ような短期間の環境の変化に対 し
て、生物が特に細胞 レベルでいかに応答 し、適応できるか とい う点に
焦点をあてて研究を行った。本論文 においては、単細胞であ りなが ら
真核細胞であ り、従って、真核細胞 の機能を研究する上で好都合な酵




化学的な面か ら研究 した。様々なス トレスの中でも生物にとって普遍
的で身近な"温 度"を 取 り上げ、主 として高温に対する適応機構につ
いて研究を進めた。
温度、特 に高温に対す る応答 はこれまで(1)熱シ ョックタンパク質
(Heatshockprotein:HSP)の合成、(2)トレハ ロースの蓄積、(3)脂
質組成の変化 とい う現象で とらえられていて、それ らは相互に関係 し
て起 こることが示唆 されている。HSPは、細胞や個体が通常の温度 よ
り5～10℃程度高い温度変化を急激に受けたとき合成が誘発 されるタ
ンパク質の一群で、1974年にショウジ ョウバエの細胞で最初に報告さ
れた。その後、原核生物(バクテ リア)からヒ トを含 む高等真核生物に
至るまで広 く生物界 にその存在が認 め られB)、熱 シ ョックに よる
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HSPの合成 は生 物 一般 に共通 して 起 こ る現象 と して知 られ る よ うに な っ
た 。 し か し、HSPの 合 成 は 熱 シ ョ ッ ク に 限 らず 低 温4・5)、重 金 属
(Hg2+、Cd2+、Zn2+)←8)、電 子 伝 達 系 の阻 害剤1ρ)、ア ミノ酸 ア ナ ログ 、
SH試薬 、 エ タ ノ ー ル1042)、細胞 の外 傷B)等 の様 々 な ス トレス に ょ っ
て普 遍 的 に 誘 導 され る こ とが わ か っ て 来 た。 このた め今 日で は これ ら
一 連 のHSPは ス トレス タ ンパ ク質 とも よばれ て い る。
一 般 的 な 熱 シ ョ ック応 答 、HSPに つ い て のす ぐれ た 総 説14ゆもあ る
が 、3aoc加mmycθscθrev∫sfaeにお け る熱 シ ョ ック とHSPの関 係 につ
い て も多 くの 報 告 が あ る1硲)。そ の 中 でHSP合 成 に伴 っ て耐 熱 性 や
エ タ ノ ー ル 耐 性 が 獲 得 され る こ とが 知 られ て い るが 、 これ らの耐 性 獲
得 に はshorttermには 必 ず しもHSPの合 成 が 必 要 で な い とい う報 告1絃
20)が多 い。 しか し、HSP104は 熱 耐 性 誘 導 に必 要 で あ る とい う報 告
即)も あ り、 熱 シ ョ ック応 答 に お け るHSP合成 の機 能 的 な 意 義 につ い
て は 明確 で は な い 。
さ らに 、 トレハ ロー ス につ い て は 、 グ リコーゲ ン と同様 に貯 蔵 糖 と
して の 意 義 も指 摘 され て い るが 、 種 々 の ス トレス に対 す る役 割 が 強 調
され て き た%)。熱 シ ョック と トレハ ロー ス蓄 積 と の関 係 につ い て の 報
告 も多 い2靭β5)。特 に 、Wiemkenらに よ っ て εcerevjslae2牛27鋤と
5chfzosaccharomycθsρomわ628)につ い て詳 し く研 究 さ れ て い る。 こ
れ らの 酵 母 で は、 熱 シ ョック に よ っ て トレハ ロー スが 蓄 積 し熱 や 乾 燥
に対 す る耐 性 が 生 じるが 、 この 時HSPの合 成 は必 要 で な い こ とが 示 さ
れ て い る。 ま た 、 トレハ ロー ス の蓄 積 は 熱 に 限 らず 、 浸 透 圧30)、栄 養
源 の枯 渇3B3)、エ タ ノ ール 鋤 、CuSO4鱗)、H202鋤等 に対 す る ス トレ
ス応 答 と して 、 さ らに、 凍結 乾 燥 菌 体 にお け る細 胞 の脱 水 に対 す る保
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護作用が報告 されている31)。いずれにしても、種々のス トレスか ら細





化は、熱ス トレスに対する細胞の応答 ・適応の結果 と見ることができ
る。 ここでは、細胞膜を構成する脂質の変化が第一義的に重要である
との考えのもとに研究を行った。




鋤 。Fig.1に示す ように、脂質二重層は脂質分子 とタンパク質分子が
不均一(モザイク状)に分布 し、 しかもこれ らの分子 は膜内で移動する
(流動的)ことができる。脂質分子の主なものは、 リン脂質、ステロー
ル、糖脂質である。 これ らの うち、 リン脂質はFig.2に示すように親
水性の部分 と疎水性の炭化水素鎖か らな り、この炭化水素鎖の長さや
飽和度が膜の流動性に最 も大きな影響を与えると言われているが、条
件によっては親水基の寄与 も無視で きない。また、ステ ロールも膜の
流動性を決定する重要な要因であ り卸o)、Fig.3に示す よ うにリン脂
質分子の間にあって膜の流動性を調整するように働 くといわれている。
熱シ ョックス トレス応答 としてのHSPの合成、 トレハ ロースの蓄積
は本論文のテーマである"高 温適応"に おいて当然起 こり得る現象で
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Fig.1.Singer,Nicolsonの流 動 モ ザ イ ク モ デ ル.
GAG:グリコサ ミノ グ リカ ン,GP:糖 タンパ ク,
EP:表在 タンパ ク,IP:内在 タンパク,
MF:ミク ロフィラメン ト,MT:微 小管






































































































より直接的な温度 と脂質 との関係か ら、細胞の増殖 と膜の流動性 との
かかわ りについて研究 した。さらに、膜 と密接な関係にある呼吸活性
が温度によってどのよ うに影響され るかを調べ、また、呼吸 と相互調
節の関係にある発酵についても同様 の検討を加えた。一方、我々の研
究グループでは膜の流動性 と膜を介するシグナル伝達、さらに形態変
化 との関係が研究されていて、種々のス トレスが流動性の変化を介 し
てシグナル伝達の充進をもた らし、形態変化を引き起 こすことが明 ら
かにされつつあるので、温度による シグナル伝達を介する細胞の形態




















































































































































は酵母エキス として菌の培養または医薬用として広 く利用 されてお り、
工業的製品の材料 としての利用価値 も大きい。本論文では、応用的研
究 としては第3部 第3章 で高温培養 と自己消化 との関係についてま と
めているが、それに先立ち第1部 では、通常用い られている工業用培
地で高温培養 が可能かど うか を調べ た結果 を述べ る。さ らに、Ph.
rカodozymaについて も基礎的研究 として εcereγ∫sfaeと同様 のことを
目的 として研究を行った。また、この酵母はアスタキサンチンとい う




























主 として酵母エキス、ペプ トンの ような天然物を栄養源 として酵母
を生育させ る場合、通常は酵母エキス1%、 ペプ トン1%、 グルコー
ス4%、KH2PO41%とい う組成 の天然培地が用いられる。 この天然
培地では30℃で中温酵母は よく生育できる。 しか し、培養温度 を40℃













地での高温培養4)は、最後の第3部 第3章 記載の研究に利用 した。
(1)通 常のYPD培 地[1%酵 母エキス、1%ペ プ トン、
1%KH2PO4、4%グル コース]に お ける各種酵母 の
高温培養
実 験 方 法
使 用 菌 株 以 下 の12株 に つ い て 調 べ た 。Scere画3faeATCC7753、3.
cerθyfsfaeJK313(J.Kumnuantaによ り単 離 さ れ た 耐 熱 性 変 異 株)、&
餓keKyokaiNo.7、Ssake6-4・C(原、 野 白 に よ っ て 単 離 さ れ た エ タ ノ ー





培 養 前 培 養 は 、500mlの三 角 フ ラス コに200mlの培 地 を入 れ 、保
存 培 地 か ら一 白金 耳接 種 して30℃で定 常期 ま で 振 と う培養(220rpm/
min)した。 集 菌 後 脱 イ オ ン水 で2回 洗 浄 し、新 しい 培 地(上 記 と同組
成)200mlに、1mlあ た り10μg(乾燥 重量)にな る よ うに接 種 し、30
℃ ま た は40℃で 同様 に振 と う培 養 を行 っ た。 増 殖 度 は 、610nmでの 濁
度 を 分 光 光 度 計 に よ り測 定 し、 濁 度 と乾 燥 菌 体 量 の検 量 線 を用 い て 求
めた 。
結 果 と考 察
Fig.1に示 す よ うに40。cでは 全 く増 殖 が 認 め られ ない 株 が4株 あ っ
たの に 対 し、40℃で も増 殖す る酵 母が か な り存在す る こ とがわか った 。
一 方 、 εcerεv∫5∫ae7753と耐 熱 性 株 εcereγゴ5faθ313では 、40℃で 最
高増 殖 度 は とも に30℃培 養 に比べ て低 か ったが 、 後 者 で は増 殖 開始 に
必 要 な 時 間 と増 殖 速 度 は30℃の場 合 と変 わ らなか った 。 ま た 、 多 くの
点 で εcerev∫sfaeと類 似 して い る&carlsbergθηs∫5では40℃培 養 で の
増 殖 がScθrθv151aeに比 べ て か な り優れ て い た。 両 者 の この よ うな耐
熱 性 の違 い は興 味 深 い。 さ らに、Cu面3、(泡popjcaljs、K血agflfsの
3株 も同様 に耐 熱 性 で あ る こ とが わ か った。
(2)高 濃 度 酵 母 エ キ ス を 含 む6YD培 地[6%酵 母 エ キ ス 、4%
グ ル コ ー ス 、0.5%KH2PO4]にお け る3acc血aromyce8酵









































































実 験 方 法
使 用 菌 株5.cerevfslaθATCC7753、5.cθrevlslaeJK313、εsakθ
KyokaiNo.7およびSsake6-4-Cの4株につ い て調 べ た。
培 養 前 培 養 は1%グ ル コ ー ス、0.5%酵母エ キ ス を含 む寒 天 斜 面
培 地 上 で30℃ 、24h行 っ た 。 こ の 菌 体 の 懸 濁 液 を 、 本 培 養 培 地
(pH5.2)に105cells/mlにな る よ うに接i種した。 酵 母 エ キ ス は ろ過 滅
菌 し、 グル コー ス とKH2PO4は別 々 にオ ー トク レー プ した 。 対 照 と し
て 前 記 のYPD培 地 に1.2%の(NHρ2SO4を加 えた 培 地(YPDAm)で本
培 養 し、40℃培 養 で は 接種 量 を106cells/mlとした。 試 験 管(25×200
mm)を用 い 、 培 養 液5mlを 入 れ て振 と う培 養(120strokes/min)を行 っ

































































































(3)廃 糖 蜜(10%糖)培 地 に お け るSacc血aromyces酵母 の 高
温 増 殖
実 験 方 法
使用 菌 株&cerel4slaeATCC7753を用 い た。
培 養 前 培 養 で は 、300mlの三 角 フ ラス コにYPD培地50mlを入れ て 、
30。Cで定 常 期 ま で 振 と う した。 集 菌 、 洗 浄(脱イ オ ン水 で2回)後 、 廃
糖 蜜 培地[25%廃 糖 密(糖10%に相 当)、0.28%尿素 、0ρ4%KH2PO4、
0.1%(NH♪2SO4、0.03%MgSO4]に107cells/mlにな る よ うに接i種
し、 上 記 の培 地50mlを 含 む300mlの三 角 フ ラス コ を用 い種 々 の温 度
で 振 と う培 養(120strokes/min)を行 っ た。 増 殖 度 は 前 記 と同 様 の方






くな り増殖速度 は低 くなった。また、ここで用いた廃糖蜜濃度(10%
糖)が増殖に とって最適であった(データ省略)。これは、おそ らく浸
透圧の影響によるもの と思われる。































護する。 これには培地にソル ビ トールなどの膜安定化剤 を加え る。
(2)膜の流動性の上昇を防 ぐ。 このためには培地に膜の流動性を低下
させるような脂質を添加 して膜 に取 り込ませる。さらに、(3)脂質の
前駆体を培地に添加 して高温に適 した膜脂質のdenovoの合成を促 し
膜の流動性の上昇を防 ぐ。
また、比較的低温(27℃が上限)を好む酵母Ph.酌odoZγma6)につい
ても同様 の観点か ら、合成培地を用 いて28℃で培養を試み、上記の条
件の普遍的意義を探究 した。
1.Saccharomyces酵母 の 高 温 培 養
実 験 方 法
培 養 基 本 合 成 培 地 は 全 量100ml(pH5.2)中 に グ ル コ ー ス4.Og、
ク エ ン 酸0.1g、 ク エ ン 酸 三 カ リ ウ ム0.5g、カ ザ ミ ノ 酸1.2g、KHIPO4
0.11g、KCI85mg、CaCl2・2H2025mg、MgSO4・7H2025mg、
MnSO40.5mg、FeCl3・6H200.5mg、トリプ トフ ァ ン7.5mg、 ミオ イ
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ノ シ トー ル5.Omg、 ナ イ ア シ ン0.75mg、パ ン トテ ン酸 カ ル シ ウ ム
0.38mg、塩 酸 チ ア ミン0.15mg、塩 酸 ピ リ ドキ シ ン3.0μg、ビオ チ ン
2.4μgを含 む。 培 地 の 殺 菌 はオ ー トク レー プ に よ り2気 圧 、120℃で
10min行い、 グル コー ス は 別 殺 菌 した。 膜 を安 定 化 す る た め には 、 上
記 の基 本 培 地 に 、1MD一 ソル ビ トール 、1MD一 マ ニ トール ま た は
0.26MNaClを添加 した。 ま た 、脂 質 添 加 の場 合 は パル ミチ ン酸 、 パ
ル ミ トレイ ン 酸 、 ス テ ア リン酸 、オ レイ ン酸 また はエ ル ゴ ステ ロー ル
を温 エ タ ノ ー ル に溶 か し、20μg/ml培地 にな る よ うに加 え た(培地 中
のエ タ ノ ー ル 濃 度 は0.3%にな るが 、増 殖 に影 響 は な か った)。 ま た 、
脂 質 合 成 の 前 駆 体 と して100mM酢 酸 ナ トリウム を 上 記 合 成 培 地 に 添
加 した 。 前 培 養 は300mlの 三 角 フ ラス コ}ζ50mlの基 本 培 地 を入 れ 、
斜 面 寒 天 培 地 か ら一 白金 耳 植 菌 し、30℃、120strokes/minで振 と う
培 養 した 。 本 培 養 は5×105cells/mlの接 種量 で 前培 養 と同様 に30℃
また は40℃で 行 っ た 。
培 地 の 浸 透 圧 の 測 定 超 過 冷 却 方 式 に よ る氷 点 降 下 法 に よ り
OsmoticPressureAuto&Statを用 い て6YD培 地 と種 々 の濃 度 の ソル
ビ トール を含 む 合 成 培 地 の浸 透 圧 値(mOsm)を測 定 した。
結果
(1)膜安定化剤 添加 培地における高温培養
膜安定化剤 としてNaC1やマニ トールを加えてもソルビ トー ル 添加
の際 と同様、40℃における増殖促進がみ られた(データ省略)。そこで
以下に示す研究では安定化剤 としてソルビ トールを選んだ。40℃での



























効果が最も高 く、これ より濃度が低 くても高 くても増殖効果は低下 し
た。ソルビ トール添加培地および前章で用いた6YD培地の浸透圧を実









ン酸は予想通 り40℃での菌の増殖 をもた らした。 しかし、本酵母のも
う一つの飽和脂肪酸のステア リン酸や、あるいはエルゴステロールで
は40℃での増殖がみ られなか った(デ ータ省略)。不飽和脂肪酸につ
いては、パル ミトレイン酸では予想通 り40℃での増殖が全 く認められ
なかった(デ ー タ省略)。ところが、他の一つ の不飽和脂肪 酸のオ レ
イン酸は40℃で菌の増殖を可能とし、 しかも、パル ミチン酸の場合 よ
り効果が大きかった。しか し、オ レイン酸の効果も前記のソルビ トール
の効果には及ばなかった。そこで、 ソル ビ トールに40℃で増殖効果の
なかった脂肪酸を加えて、その影響を調べた(Fig.3)。パル ミ トレイ ン





















































































































































うに、酢酸ナ トリウム100mMを培地に添加するとソル ビ トール1M
に匹敵する高温増殖効果が見られた。従って、40℃でも酢酸から脂質





化させ る方法である。 これは培地に1Mソ ル ビ トー ル、1Mマ ニ トー
ル また は0.26MNaClを添加することによって達成 された。他の一つ
は、膜の脂質成分を培地に添加 して酵母を培養 し、それ らの脂質を膜
に取 り込ませ、高温による膜の流動性の上昇を防 ぐように脂質組成を
変化させる方法である。飽和脂肪酸 のパル ミチン酸を添加すると予想




予想に反 して不飽和脂肪酸のオ レイ ン酸は400Cで増殖効果を示 した.
この結果は極 めて興味深い。オレイ ン酸 とパル ミトレイン酸を比べて
みる と両者 とも不飽和結合一個を持ち、炭素数がわずか二つ違 うだ け
一31一
である。膜の流動性は、 リン脂質のアシル基の不飽和結合数 と炭素鎖
長によって大きく影響 され るが、パル ミトレイン酸が40℃で増殖を阻




の最終産物 で あ り、従 ってオ レイ ン酸 を添加す る とfattyacid
desaturaseがフィー ドバック制御を うける。パル ミチン酸の不飽和化
もステア リン酸の不飽和化も同じ酵 素で触媒されるので、パル ミトレ
イン酸の生成はオ レイン酸で阻害されることになる。事実、オ レイン
酸添加の場合はパル ミトレイン酸の含量が著 しく低かった。一方、パ
ル ミチン酸添加の場合はパル ミチン酸は膜に取 り込まれ るが、その不






は、Table1に示 したようにソルビ トール無添加の合成培地 と同じレ
ベルであ り、従って この培地における増殖は浸透圧が原因でないと結
論された。一方、StarrとParks8)は合成培地にオ レイ ン酸 とエルゴス
テロールを添加すると εcθre幅81aθが40℃で増殖す ることを示 してお
り、酵母エキス中にはオ レイン酸 とエルゴステロールが含まれている





あるのか については、StarrやShermanらは考察を加 えてい ないが、





わかった。一方、ソル ビ トールを加 えると40℃でも増殖できるので、
この場合にはアセチルCoAの供給が可能であることになる。通常はピ
ルビン酸か ら、 ミトコン ドリアに局在するpyruvatedehydrogenase
complexによってアセチルCoAが合成されるが、第2部 第2編 第1章
で述べ るよ うに、40℃培養ではミ トコン ドリアが未発達であることか
らこの経路によるアセチルCoAの合成は不可能であると推定される。
従って、ソルビ トール添加によって40。CでもアセチルCoAの供給が可
能 となる機構を探ることは極めて興 味深い。この点に関 しては第2部
第1編 第1章 で詳述する。
2.P血amar血odozymaの高 温 培 養
実 験 方 法
培 養 基 本 合 成 培 地 は 、 全 量100ml(pH5.2)中 に グ ル コー ス
5.Og、フ タル 酸 一 カ リウ ム0.41g、KH疋040.11g、カザ ミノ酸0.8g、
一33一
KCI85mg、CaCl2・2H2025mg、Feα3・6H2005mg・MgSO4'
7H2025mg、MnSO、0.5mg、 ト リプ トフ ァ ン8mg・ ミオ イ ノ シ トー
ル0.5mg、 ナ イ ア シ ン0.5mg、パ ン トテ ン酸 カ ル シ ウ ム0.25mg、塩 酸
チ ア ミ ン0.1mg、塩 酸 ピ リ ドキ シ ン2.0μg、 ビ オ チ ン1.6μgを 含 む 。
ソ ル ビ トー ル の 添 加 濃 度 は0.5Mと した 。 培 地 の 殺 菌 お よ び 培 養 は 、
5aoc加romyce5酵母 と 基 本 的 に 同 様 の 方 法 に よ っ た が 、 前 培 養 は23。C















いほど熱抵抗性が高 くなる とい う事実があり、た とえば、108cells/





























第3章 合 成 培 地 に お け る5accharomycescerevfsfaθ





ルの減少)によって増殖 が促進 される ことが期待され る。従 って、低
温培養ではパル ミトレイン酸が増殖 を促進 し、逆にオレイン酸は阻害
することが考えられる。本章ではこれ らのことを確かめるために行っ
た研究の結果を述べる。
実 験 方 法
董 養 前 章 と同様 の方 法 で 、Scθre曲 伯θATCC7753を15℃ 、
20℃、25℃で培 養 し、 ソル ビ トール(1M)、 パル ミ トレイ ン酸(20μg




































べたよ うに、パル ミ トレイン酸は低温では増殖を促進すると予想 され
たが、全 くその効果は認められず、オ レイン酸による増殖阻害もみ ら
れなかった。一方、ソルビ トールを添加すると予想通 り低温になるに




























第1編 では、温度による脂質代謝 の変化を示す。生物は"温 度"と
い う環境の変化に対 して、膜の成分 を変えることによって適応するこ
とができる。 とりわけ膜の主成分で あるリン脂質のアシル基はリン脂






は飽和脂肪酸を増や して膜の流動性 を調節 し、温度に適応 している。

























かな り遅 く、タンパク質の場合はむ しろ脂質層の流動的な性質に影響
されるよ うである。一方、脂質二重層のもう一つの主要な構成成分で
あるステ ロールは、膜では遊離型ステロール として存在 し、膜脂質の
流動性の調節因子 として欠かすことができない物質である。以上の観
点から、本研究では膜の流動性に大 きく影響するリン脂質の脂肪酸お




第2編 ではScerθv∫訂aθの呼吸 と発酵は高温培養で どのような影響
を受けるかを調べた。
3aCC加romyces酵母は、呼吸によって獲得 されたエネルギーばか り
でなく、発酵で得 られたエネルギーをも利用できる。 このため ミトコ
ン ドリアの機能が低下 して呼吸が抑制されても生命を維持することが
可能である。酵母の ミトコン ドリア の発達は、培養条件 によって左右
され る。例えば、糖濃度が高い時や酸素が欠乏 している時、あるいは
呼吸が阻害または抑制されている時にはミトコンドリアの発達は低 く、




株とい うミトコン ドリアの機能を失った株が発見された。 この変異は
天然培地においては、自然発生的に数%と い う、おそらくは変異 とい
えるものの 中で は最 も高 い頻度で起こることが知 られている。 この
RD変異株 は、アク リフラビンやエチジウムブロマイ ドの ような薬剤
によって、ほぼ100%の高率で誘導す ることができ る14)。これ らの薬
剤を与えるとミ トコン ドリアDNAが断片化され、その多 くは消失す
るが、残ったいくつかの断片は複製 され、タンデムに環状化された結
果、RD変異が生じることが知 られている。RD変 異はまた、高温 聯)









ス トレスによって細胞の形態変化を引き起 こすことが知 られている。
例えば、C加opjcalj8Pk233においては、エタノールにより仮性菌糸
が形成され、イノシ トールが この効果を抑制 し19)、さらにこの二形性



















































た とい うことである。オ レイン酸は高温増殖を促進する効果を持ち、





しか し、本研究でみ られるように、二重結合の数が同じで、鎖長 もほ
とんど違わない二つの不飽和脂肪酸 でありながら、決定的に相異なる
生理活性を示す例 は今までほとんど知 られていない。そこでソル ビ トー
ルや脂肪酸、あるいは酢酸存在下40℃で培養 して得 られた菌の脂肪酸




実 験 方 法
培 養 εcθrεv∫s∫aeATCC7753を、 第1部 第2章 と同 じ方 法 で 培 養
した 。
菌体 内 全 脂 肪 酸 の抽 出 お よび 分析 対 数 増 殖 期 の 菌 を 集 め 、2回 水
洗 後 、 乾 燥 重 量100mgの 菌体 を 、KOH2gお よび ピ ロガ ロー ル1mg
を含 む メ タ ノ ール 水 溶 液(メ タノ ー ル7.5ml,水2.5ml)中で 、80。C、
3h、 還 流 下 で加 水 分 解 した。 反 応 後 、 石油 工 一テ ル5mlで 不 ケ ン化
物 を取 り除 い た 。 これ を3回 繰 り返 した 。 残 った メタ ノ ール 層 を6N
のHCIで酸 性(pH1.0)にし、 石 油 工 一 テ ル(b.p60～700C)5mlで脂
肪 酸 を抽 出 した。 抽 出 は3回 繰 り返 し、 抽 出 液 を 合 わせ て 減 圧 乾 固 し
た。 得 られ た 脂肪 酸 は14%BF3を 含 む メ タノ ー ル 液1ml中 で80℃ 、
2mln反応 させ メチ ル エ ス テル 化 した 。 反 応 液 に水5mlを 入 れ 、 石
油 工 一 テ ル5m1で3回 脂 肪 酸 メ チル エ ステ ル を抽 出 した 。 抽 出 液 を
減 圧 乾 固後 、 ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィ ー に よ り脂肪 酸 の 分析 を 行 った 。
内部 標 準 と してn一ヘ プ タデ カ ン を使 用 した 。5%ShinchromE71を充
填 した ガ ラス カ ラ ム(3.Om×3mm)を用 い 、 坦 体 に はShimalite(AW)
201、80-100メッ シ ュ を使 用 した。 キ ャ リア ガ ス はN2を用 い 、 流 速 は
60ml/minとした。 カ ラム は155℃か ら220℃ま で1min8℃ の 速 度 で
昇 温 を行 った 。
全脂 質 の抽 出 集菌 、水 洗 した 菌100㎎(乾 燥 重 量)を80%エ タ ノ ー
ル5mlで80℃ 、15min処 理 した。 遠 沈 後 、 上 清 は保 存 し、 残 渣 に
ク ロ ロホ ル ム5mlと メタ ノ ール2.5mlを加 え て室 温 で2h撹 搾 し、
一46一
脂質を抽出 した。遠沈後、上清は先 の上清と合わせて保存した。残渣
についてさらに2回 、同様に抽出を繰 り返 した。全ての抽出液を合わ
せて、0.88%KCI(全上清の容量の25%)で洗浄 した。一昼夜放置
(-20℃)、または遠沈によって脂質層を集めて減圧乾固した。
リン脂質画分の抽出 得 られた全脂質から薄層クロマ トグラフィー
によって リン脂 質画分 を単離 した。薄層は、 シリカゲルG(Sigma)を
使用 し、展開溶媒はクロロホルム:メ タノール:酢 酸:H20=85:15:
10:4または石油工一テル:ジ エチルエーテル:酢 酸=70:30:1を
用いた。前者の場合には リン脂質の各分子種を、後者の場合には全 リ






全ステ ロールの抽出および分析 全脂質の場合 と同様に菌体のアル









遊離型ステロールおよびステ ロールエステルの分析 抽出 した全脂
質から、薄層クロマ トグラフィーによって遊離型ステ ロールおよびス
テ ロールエステルの画分を分離 した。 シリカゲルG(Sigma)の薄層を
用い、展開溶媒は石油工一テル:ジ エチルエーテル:酢 酸=70:30:1
を使用 した。両ステロールのバン ドはローダ ミン6G(0.01%エタノー
ル溶液)よ り確認 し、バン ドをかきとり、クロロホルム:メ タノール
(1:1)で3回抽出 し、抽出液を合わせて減圧乾固した。遊離型 ステ ロー
ル画分は、上記の方法によりガスク ロマ トグラフィーで分析 した。ス
テ ロールエステル画分は、アルカ リ性メタノールでケン化 して得 られ
た遊離型 ステ ロールを、同様 にガスクロマ トグラフィーで定量 した。
結果 と考察
Fig.1に30℃で増殖 した∫cerevf3faeの全脂質 脂肪酸ガスクロマ ト
グラフィーによる分析結果を示す。 この酵母の脂肪酸は主 として炭素




酸で占められ、残 りが2つ の飽和脂肪酸か らなる。不飽和脂肪酸では
パル ミトレイン酸の含量の方がオレイン酸より多 く、飽和脂肪酸の う
ちステア リン酸の占める割合が著 しく少ないのが特徴的である。 この
ような脂肪酸の組成が、高温培養で はどのように変化するかを次に調










































脂肪酸組成を示す。ソル ビ トールを添加 しても、30℃では無添加の場
合 と脂肪酸組成はほとんど変わらないが、40℃ではパル ミトレイン酸
の減少 とオ レイン酸の増加が顕著であった。一方、パル ミチン酸を添
加 した ときは当然パル ミチン酸自体 が増えるが、パル ミトレイン酸 も
やや増加 し、その分オ レイン酸が減少 した。そ して興味あることには
その傾向は4(アCでより著 しかった。オ レイン酸を添加 して培養すると、
パル ミチン酸の場合 とは逆にオ レイ ン酸の増加に伴ってパル ミトレイ
ン酸が減少 し、 とくに40℃の場合はその傾向が強ま り、ソルビ トール
添加40℃培養のパターンとほぼ類似 した結果が得 られた。菌体内の脂
肪酸は膜を形成するリン脂質ばか りでなく、貯蔵脂質 として油滴の形






ルビ トールやオ レイン酸添加培養で見 られ るパル ミトレイン酸の減少
とオ レイン酸の増加である。一方、飽和脂肪酸であるパル ミチン酸を
加えた場合 には、パル ミチン酸は増加 したが、パル ミトレイン酸の高
いレベルは高温でも維持され、オ レイン酸は逆に著 しく減少 した。す
なわちソル ビ トールやオ レイン酸添加の場合 とはちょうど逆の効果が

































オ レイン酸含量が高温増殖には適 していることを強 く示唆 している。
この場合注 目され るのは、いわゆる脂肪酸の不飽和度は、300C培養に
比べて40℃培養で特に低下 してはいないとい うことである(Table1)。
パル ミトレイン酸は減少するが、代 りにオ レイン酸が増加 し、飽和脂
肪酸の含量はあま り変化 しないか らである。む しろ、増殖度が比較的
悪いパル ミチン酸を添加 した場合に不飽和度の減少が目立っている。
すなわち、一般に信 じられているよ うに膜の流動性を支配 しているの
は脂肪酸の不飽和度ではな くて、少 なくともある場合には特定の不飽
和脂肪酸の含有率の変化の方が重要 であることがわかる。 ここで見 ら
れる酵母の高温培養の場合には、おそらくパル ミトレイン酸が膜の流
動性を支配す る最大の要因であ り、 その含量の低下が高温に伴 う膜の
流動性 の上昇を防いで増殖を可能 とす ると考え られ る。 このこ とは
Table1で見られ るソルビ トール+パ ル ミトレイン酸添加培養の場合の
不飽和度 の値か らも支持 された。この場合、脂肪酸の不飽和度 は30℃
培養よりも4(rc培養の方が有意に低い値を示 した。先に述べたように、
40℃におけるソルビ トールの増殖効果はパル ミトレイン酸によって抑
制され る。それはパル ミ トレイン酸 を膜に取 り込んで膜の流動性が上
昇するためであると説明できる。 ところが、不飽和度は40℃培養菌体


























































































く増殖できない とい う先に示 した事実 と一致する。なぜ、パル ミトレ







阻害の程度が低 くな りそのためにステア リン酸か らオ レイン酸の合成
が進む ものと推定 され る。その機構 はともかく、オレイン酸が膜の流
動性に全 く影響 しない とは考えられ ないので、オレイン酸が増えるの
は、た とえばオ レイン酸には膜の流動性 とは直接関係のない高温にお
ける必須の役割があるのかもしれない。まだ不明の点は残るとしても
本研究によって、膜 の流動性は脂肪酸の不飽和度によって支配される
とい う一般 に信じられてきた考え方が、少な くとも酵母の高温増殖に
は適用 しないことが初めて示されたことになる。






パル ミトレイン酸の減少、それに伴 うオ レイン酸の増加が起 こり高温
下の増殖が一層確実になるものと考 えられる。一方、この酵母では培
一55一
地への添加脂肪酸が直接菌体に取 り込まれ ることが知 られてお り、事
実オ レイン酸添加培養ではオ レイン酸含量の増加が実証 された。 この




トレイン酸の含量はむ しろ増加 した。取 り込まれたパル ミチン酸の不
飽和化が進んだため と考えられる。第1部 第1章 で述べたように、パ




ア リン酸 とソル ビ トールを共存させた場合には菌体の脂肪酸組成が ど
のように変化するかを調べてみた(Fig.4)。ソルビ トール にパル ミ ト
レイン酸を添加すると、やはりパル ミトレイン酸の顕著な増加が起 こっ
た。前記のよ うに増殖はわずかなが ら認められたがソルビ トール単独
添加の増殖 にははるかに及ぼなかった。すなわち、ソル ビ トールにパ
ル ミトレイン酸が共存すると、パル ミトレイン酸の取 り込み による膜
の流動性の上昇が顕著でソル ビ トー ル による膜 の安定 化が追 いつか な
い ことを示唆 している。一方、ステア リン酸の場合は、ソルビ トール
単独添加 とほぼ同様の結果が得 られ 、従って、ソル ビ トールが存在す
る場合、ステア リン酸の添加は増殖 にも脂肪酸組成にも影響 しない と
いえる。 このことは、ステア リン酸単独添加では高温での増殖が見 ら




































ステロール含量を調べた。酵母の場 合、ステ ロールは主 としてエルゴ
ステ ロールであることが知 られているが、本酵母ではエルゴステロー
ル以外のステロールも数種、しか もかな りの量が存在することがわかっ
た(Fig.5)。それ らの中で特 に多いのはガスクロマ トグラフィーの保




てエル ゴス テ ロー ルの 代 りに この ステ ロール が蓄積 す る こ とが
Nishikawaら2)によって報告 されている。
Fig.5は、ソルビ トールおよびオ レイン酸を添加 して培養 した菌体
の全ステ ロール含量を測定 した結果である。ソルビ トールやオ レイン
酸を添加 して菌を培養すると全ステ ロール含量は培養温度に関係な く
減少 した。その傾向はオ レイン酸添加の場合に特に顕著であ り、温度
に関係な く全ステロール含量は対照の約1/2に低下 していた。 しか し
分子種について見ると、40℃培養菌ではエルゴステ ロールの占める割
合が減少 し、代わって △5・7一エルゴスタジエンー3β一オールと思われ る
ステ ロールの含量が増加 した。この傾向はソルビ トール、オ レイン酸
いずれを添加 した場合も同様であったが、オ レイン酸添加培 養の場合
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深い事実である。また、ソル ビ トール添加の場合もその程度はオ レイ
ン酸の場合に比較 して低いものの、同様の効果を示すことはソルビ トー
ル培養時に蓄積 したオ レイン酸がその原因であると考えられ る。
以上のように菌体の全ステロール の合成は、 とくに高温下、オ レイ
ン酸によって抑制されることが示された。一方、先にも述べた ように
膜には遊離型のステ ロールが存在 し、エステル型のステロール(ステ




ンー3β一オールのみが存在 し、ソル ビ トール、オレイン酸いずれを添加
した場合も40℃でその含量が増加 していた。また、オ レイン酸添加40℃
培養菌ではエルゴステロール と△5・7一エルゴスタジエ ンー3β一オールの
含量の割合が他の場合 と逆の関係にあ り、後者の蓄積が 目立った。
一方、30℃培養ではソルビ トール、オ レイン酸の添加によって全ス
テ ロール含量 と同様、遊離型ステロール含量 も減少 した。特 にソルビ
トール添加培養菌体での減少が著 しく、ソル ビ トールの添加濃度に応
じてステロール含量が大きく減少 していることがわかる。 このことは、
LAdlerら3)によっても報告されているように、30℃ではソル ビ トー
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が増加 したと考えられる。一方、オ レイン酸の効果に関 しては全ステ
ロールのところで述べたように、オ レイン酸添加の場合 もステ ロール
合成のフィー ドバ ック調節がかかっているにもかかわ らず、40℃では
膜 の流動性の上昇を防 ぐために膜へ の遊離型ステロールの配分が増え
たことがわかる。 これ らの事実は、40℃培養ではパル ミトレイン酸の
減少だ けでは高温による膜の流動性 の上昇を防 ぐのに不充分であ り、
膜の遊離型ステ ロールを増やす必要があることを示 している。
(2)ア セチルCoA合成系 の調節
第1部 第1章 で述べたように5.cerev∫8faeはソル ビ トールやオ レイ
ン酸またはパル ミチン酸ばか りでな く酢酸塩(以下、単に酢酸 とい う)
によっても40℃で増殖することができる。 このことは、酢酸か らアセ
チルCoAを経て脂質が合成 される過程はもちろんのこと、ピルビン酸
か らアセチルCoAを供給する系を除 く全ての代謝系が40。Cとい う高温
に耐 え得ることを示 している。




ビ トール添加の場合はどうであろ うか。ソルビ トールはこの酵母では
資化されない。前か ら述べているよ うに、高温によってもたらされる
膜の流動性の上昇に対 して膜を保護 し、安定化する作用によって40℃





ビ トールを加えることによってグル コースか らの脂質の合成が可能 と
なることを明 らかにするともに酢酸か ら脂質が合成されることを確認
するために以下の研究を行った。
実 験 方 法
培 養ScerevfslaeATCC7753をソル ビ トール また は酢 酸 添加 培 地
を用 い て40℃で 常 法 に よ り培 養 した 。 培 養 時 に フ ラ ス コ(50ml培地 を
含 む)当た り10mmol(2.04×105cpm)の[U-14C]一グ ル コー ス や5
mmol(2.09×105cpm)の[2-14C]一酢 酸 を加 え て培 養40h後 の脂 質 画
分 へ の放 射 能 の 取 り込 み を調 べ た 。 培 養 中 に発 生 す る14CO2は培 養 フ
ラス コ 中 に設 けた 容 器 中 の20%KOHに 吸収 させ て 除 いた 。
脂 質 の抽 出50mg(乾 燥 重 量)の菌 体 を集 め、 脱 イオ ン水 で2回 洗




(AlokaLSC1000)を用 い て 測 定 した。
結果 と考察











起こる ことを意 味している。酵母におけるピル ビン酸か らアセチル
CoAの生成についてはFig.7に示すように三つの経路が考えられ る。
一つはpyruvatedehydrogenasecomplex(PDHcomplex)(1)関与の系




































































の系で ソル ビ トール共存下初 めて活性 となる酵素がある とすれば
ALDHとい うことになる。ソル ビ トー ル添加で培地 の浸透圧が上昇す
ると菌体内にグ リセロールが蓄積することが知 られてお り、グリセロー
ルはグル コースか らNADHの消費を伴って生成する。 ここで、菌体
内のNAD+/NADHの バランスを考 えてみ る と、解糖系で生 じた




アルデ ヒ ドか ら酢酸が生成され る際に生 じるNADHに よって補われ
ると考えると、ソルビ トール存在下、 ピルビン酸か らアセ トアルデ ヒ
ド、酢酸を経てアセチルCoAが生成する経路(III)が働 くことが うまく
説明できる。 ソル ビ トール添加培養で(II)と(III)いずれの経路が働
くのか、今後の大きな研究課題である。
要 旨
高 温(40。C)下合 成 培地 で&cθrεvfslaeATCC7753は、(1)ソル ビ トー
ル な どを 培 地 に加 え、 そ の浸 透 圧 を上 げ る こ とに よ って膜 を保 護 して
一67一
安定化するか、あるいは(2)適当な脂肪酸(パル ミチン酸またはオ レ
イン酸)を与える と、いずれの場合 も高温 に適 した膜脂質組成への変
化が起 こり、その結果、膜の流動性の上昇が防がれて増殖可能 となる
ことが示 された。 ソルビ トール添加培養ではパル ミトレイン酸含量の
低下 と、 これ に伴 うオ レイン酸含量の増加が起 こり、遊離型ステロー
ル含量の上昇も認め られた。一方、オ レイン酸添加培養ではオ レイン
酸含量の増加に伴いパル ミトレイン酸の含量が低下し、遊離型ステロー
ル含量 も上昇 した。すなわちソルビ トール、オ レイン酸はともに同様
の脂質組成を与えることがわかった。従 って、高温での膜の流動性の
低下に大きな役割を果た しているのは、パル ミ トレイン酸の減少 と遊
離型ステ ロールの増加であることが示 された。パル ミトレイン酸が流
動性に最も大きな影響を与えることは、パル ミ トレイン酸添加によっ
て高温増殖が完全に阻害されることから明らかであ り、またパル ミチ





膜の流動性への寄与が大きい という全く新 しい考え方を提示 している。
また、酢酸が40℃における本酵母の増殖を可能にすることか ら、40。C
ではピルビン酸か らのアセチルCoAの供給がネ ックになっていると考




ルコースか らの脂質合成、言いかえ るとピルビン酸か らのアセチル






















ためにパル ミトレイン酸が増えることが予想 される。 しか し、第1部
第3章 に記 したように、15～25℃の低温でパル ミトレイン酸を培地へ
添加 しても増殖促進効果は認められなかった。そこで、30℃培養を対





培養 温度を20。Cにしたほかは、第1部 第3章 と同様の条件で ε
cerev画aθATCC7753を培養 した。
全脂質の抽出、 リン脂質、遊離型ステ ロールおよびステ ロールエステ
ルの抽出と分画 第2部 第1章 と同様の方法によった。
トリアシルグ リセ ロール とその構成脂肪酸の抽出 と分画 第1章 で
薄層クロマ トグラフィーによって遊 離型ステロール とステロールエス
テルを分画 したときに薄層板上に同時に現われた トリアシルグリセ ロー
ルのバン ドをかき取 って、クロロホル ム ・メタノル(1:1)で抽出 した
後、アルカ リ性メタノールでケン化 して脂肪酸画分を得た。





る。20℃の低温では顕著にパル ミ トレイン酸が増加 してお り、これに




培養の対照菌 とほぼ同様の リン脂質脂肪酸組成を示 し、全脂質の脂肪
酸の場合 とは対照的にパル ミトレイ ン酸の増加はみ られなかった。一
方、ステ ロールについてはFig.2に示 したように20℃では全ステロー
ル含量は30℃よりやや減少 しているが、膜 に局在する遊離型ステロー
ル含量はむ しろやや増加 していて、少なくとも30℃より含量が減少 し
ていることはなかった。以上、 リン脂質の脂肪酸組成 と遊離型ステ ロー
ル含量の結果か ら20℃における膜の流動性は30℃の場合 とほとんど同
程度 に調節 されていると考えられる。そこで、全脂質におけるパル ミ
トレイン酸の増加が リン脂質以外のどの画分で起こるのかを調べた。
その結果、Fig.3に示す ように トリアシルグリセロール とステロール
エステル画分にパル ミトレイン酸が多 く存在することがわかった。前
にも述べた ようにこれ らの脂肪酸エ ステルは、貯蔵脂質 として細胞質
で油滴の状態で存在する。20℃では低温に適応 してパル ミトレイン酸
の合成が盛んとなるが、それが膜に配分される段階でその大部分が貯
蔵型 として細胞質内に留まると考え られる。第1部 第3章 で述べたよ
うにSaccharomyce5酵母では15～250Cの低温では増殖の開始や速度が
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てRoseらDは、 トリアシル グリセロール とリン脂質の含量が増え、ス
テロールの合成が抑 えられることを指摘 している。 また、最近 では
Suutarisら2)が、数種の酵母の温度適応における全脂質の脂肪酸の役
割 について報告 してお り、その中で5.cerεv∫3faeは低温(10～20℃)で
はパル ミトレイン酸の増加によって適応 していると述べている。全脂







と同様、全脂質ではパル ミ トレイン酸 とオ レイン酸の量の変化による
適応が見 られた.す なわち低温では高温とは逆にパル ミ トレイン酸が
増加 し、それ に伴なってオ レイン酸が減少 した。 しかし、高温の場合
とは異なり、膜局在のリン脂質では脂肪酸組成の変化はほとんど無 く、
対照(300C培養)とほぼ同じ組成を示 した。また、遊離型ステ ロール含
量にも顕著な差 は見 られなかった。 一方、低温培養におけるパル ミト
一75一
レイン酸 の増加 は、細胞質に存在する貯蔵型の脂質画分(トリアシル
グリセ ロール とステ ロールエステル)、特にステ ロールエステル画分
に顕著であることがわかった。以上のことから、低温でもその温度に












第3章P血af賓arllodozymaの 高 温 適 応
.勘。酌odo㎜aは 第1部 第2章 でその増殖 について述べたよ うに15
℃～23℃とい う比較的低温を好む酵母であ り、27℃を超えると通常の
条件では増殖できない。種々の条件を検討 したが、 この酵母を28℃で
再現性 よく生育させ るには、今 のところ接種量を108cells/mlまで増
一76一






られてお り1)、このカロテノイ ド色素は種々の面で応用が期待 される
有用物質である2)ことか らその生産については広 く関心が持たれてい
る。 この色素は細胞内に蓄積され、その量は対数増殖後期から定常期
にかけて急 に増 え始める。アスタキサンチンなどのカロテノイ ドはラ









実 験 方 法




の5acchammyces酵母 の場 合 と同様 の方 法 で 行 った 。
全 ス テ ロ ー ル の 抽 出 お よび 分 析 全 ス テ ロ ー ル は 本 編 第1章 の
5acc加mmyce5酵母 の場 合 と同様 に抽 出 した。 分 析 に は、 日立L-4200
の 高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フィ ー(HPLC)を用 い た 。 カ ラム はSTRODS
-M(4.6mm×25cm)、溶 媒 は アセ トニ トリル を使 用 し、 流 速 は1ml
/min、カ ラム 温 度 は40℃、波 長 は210nmと した。




出 した。抽出は3回 繰 り返 し、抽出液を合わせて減圧乾固 した。これ
以降の操作は、本編第1章 の5acchammyoes酵母の場合と同様に行い、

































合成そのものは膜を硬 くする方向に進んでいるといえる。 しか し、対
数後期 になると、23℃と28℃ではそれほど大きな差は見 られず、28℃




ル ミチン酸が増え リノレン酸が減少 し、ここでも高温適応が認め られ
たものの全脂肪酸組成に比べてそれ ほど大きな差は見られなかった。
このことはεcerεγ面aθの低温適応の場合 と同様 に、温度に適応 した







オレイン酸が増加 した。 リノール酸 はステア リン酸か らオレイン酸を
経て合成されるので リノール酸の減少に伴ってオ レイン酸が蓄積 した
ためか、あるいは膜の恒常性を保つのにある程度の不飽和脂肪酸の存













































膜の流動性の上昇を防 ぐためにステ ロール合成が促進された と考えら
れる。次に、膜の流動性を直接制御する遊離型ステロールの含量を調
べた(Fig.3-A)。28℃では遊離型ステ ロール も増えてお り、膜 の流
動性 の上昇を防ぐために、合成され たステ ロールが実際に膜 に配分さ





い と推定 され る。膜 へ の脂 質 の配 分 の効率 が悪 い ことが 、Ph.























































結 乾 燥 後 、DMSOlmlを 加 え 、時 々 撹 搾 しなが ら超 音 波 で1h処 理
した 。 氷 冷 下 で ベ ンゼ ン1mlを 混和 し、氷 冷 した飽 和NaC1水 溶 液
1m1を加 えて 遠 沈 した。 ベ ンゼ ン層 を分 取 し、 さ らに非 水 系 フィル ター
で ろ過 し、得 られ た アス タキ サ ンチ ンを含 む画 分 をHPLCで分 析 した。
カ ラ ム はShodexSilicapakE-411(4.6mm×25cm)を用 い 、 溶 媒 に は
ベ ンゼ ン/メ タ ノ ール(99:1,vol/vol)を使 用 した。 流 速 は1m1/
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第2編 高温下の呼吸 と発酵
第1章 呼吸活性低下 と呼吸欠損変異の誘発
1956年にY6as1)は、3cθreyfsfaeで高 温(40℃)に よ っ て 呼 吸 欠 損
(RD)変異 が も た らされ る こ と を、 最 初 に発 見 した。 そ の 後1959年に







(1)天 然 培 地 に お け るRD変 異 の誘 導
実 験 方 法
培 養Scθrev∫slaeATCC7753および耐 熱 性 変 異 株&cerevf51aeJK
313につ き 、第1部 第1章 に示 した3種 類 の培 地 、YPD、YPDAm、6
YD培 地 を用 い 、 そ れ ら5m1(25×200mm試験 管)、50ml、120ml(500
ml三角 フ ラス コ)に、105cells/mlにな る よ うに接 種 し、30℃また は40℃
で 振 と う培 養(120strokes/min)を行 った。
RD変 異 株 の検 出 培 養 液 を適 当 に希釈 し、 寒 天 平板 培 地[0.3%酵
母 エ キ ス 、0.35%ペプ トン、0.2%KH2PO4、0.1%(NH4)多04、0.1%
グル コー ス、2%グ リセ ロール 、2%寒 天]上 に 塗布 し、30℃で3日
間培 養 した 。RD変 異 株 は正 常 菌 に比 べ て小 さな コ ロニ ー を形 成 す る
ので 容 易 に検 出 す る こ とが で き るが 、 これ を さ らに正 確 に判定 す る た
め に以 下 の 二 つ の 方 法 で 調 べ た。
(1)トリフ ェ ニ ル テ トラゾ リウム ク ロライ ド(Trc)の還 元 能3)
TrCO.1%を含 む50mMリ ン酸 カ リウム緩 衝 液(pH7.0)に寒
天 を1.5%に な る よ うに溶 か し、 これ を コ ロニ ー を形 成 した 寒
天 平 板 上 に重 層 して 約2h、30℃ に保 ち、 コ ロニ ー の発 色 を





酵母 はグ リセ ロールを嫌気的に代謝 しない のでRD変 異株はグ
リセ ロールを資化できない。 このことを利用 して寒天平板上で





ジネー トを1,㎜Xgで10min遠沈 してその上清を無細胞抽出液 とし
た。
Cyt㏄hromeoxidase活性測定0.8mMチ トクロムc1.9mlに、13
mMア スコル ビン酸0.1mlを加え.チ トクロムcを 還元型 にした。そ
の550nmに おける吸光度 の減少速度を測定 してcytochromeoxidase
活性 とした。1μmo1のチ トクロムcを1minに酸化する酵素の量を1
unitとし、1㎎ タンパク質当た りのunit数で比活性を表 した。
タンパク質の定量 ウシ血清アルブ ミンを標準試料としてバイオラッ
ドタンパク質定量法によって行った。










発現する ことがわかった。YPD培地で前培養 した菌を、新 しいYPD
や6YD培 地に移す と70%以 上の頻度でRD変異が出現 し、その際酸
素の供給が関係 していることがわか った。すなわち、培養時の培養容
器中の空気の 占める割合が小 さく.振 と う速度が低い条件 ではRD変
異の頻度は10%程度に過ぎなか ったが、酸素の供給が多い条件 では
80%以上 であ った。RD変 異 は、 ミ トコン ドリアの発達段階でその
DNAが切断されることによって起 こると考えられる。従って、より
好気的な環 境下の方が ミトコン ドリアの発達が盛 んで、RD変異の頻
度 も高 くなると考えられる。一方、培地に硫安が存在すると、酸素の
供給が高 くても頻度が非 常に低 くなることが示 された。NH4+が過剰
に存在す る と、 α一ケ トグル タル酸か らグルタミン酸の合成が促進さ
れ、その分 α一ketoglutaratedehydrogenasecomplexの活性が低下 し呼
吸が著 しく阻害される4)。このことが酸素の供給が少ない場合 と同様
の効果をもた らし、RD変 異 の誘導を抑制 したと考えられ る。事実、
NH4+添加培養 によってcytochromeoxidase活性が著 しく低下 した
(Table2)。以上のことか らRDの誘導にはミトコン ドリアの発達、言

























































































養 した細胞 は、その ほとんどすべてがRD変異株 となるこ とがわかっ
た(Table1)。これはNH4+に対する適応現象の結果 と考えられ る・一
般に定常期の菌では異化系の代謝活性に比べて同化系のそれは低下す
る。すなわち、NH4+が過剰に存在 して もグルタ ミン酸へ の代謝は抑
制 され る。 従 って、 この定常期の菌 を接種す る と最初 は、たとえ
NH4+が存在 してもミ トコン ドリアは発達 し、呼吸代 謝は活発でその
ためにRD変異にな りやす くなると考えれば説明できる。
以上、耐熱性の株 を除いて試 したすべ ての酵母 におけるRD変異の
発現頻度は数%で あ り、 自然発生率と同程度であった。 このことは、
YcasらやShe㎜anの報告 とは大きく異なっている。 この違いは恐 らく
次のよ うなことが原因であると考え られる。一つは彼 らが使用 した菌
株が耐熱性の株であった可能性が挙げ られる。 もう一つは使用 した酵
母エキスの違いである。 ことに、Shermanは高濃度の酵母エキスを含



























はσaηdfda酵母か ら酵母エキスを製造 しているようであ り・それが原
因である可能性が大きい。いずれに しても、酵母エキス中に含まれる




(Table4)。次にカザ ミノ酸中の有効なア ミノ酸を同定するためにア ミ




現が明 らかに認め られた(Table5)。しか し、例えばカザ ミノ酸4%
添加で81.2%のRD変異が見られた(Table4)のに対 して、Table5の
カザ ミノ酸4%に 相当するNaC1152%の添加ではその頻度は47.1%
に過ぎず、カザ ミノ酸 とNaClの効果には著 しい差が見 られた。ア ミ
ノ酸混合物ではRD変 異 の誘導は全 く認められなかったが、Table4
とTable5の結果か ら、カザ ミノ酸の効果を説明するにはNaClだけ

























































































































































































る高温でのRD変 異発現は、培地の組成 に大きく影響され ることがわ




培養S.cerevisiaeATCC7753を第1部 第2章 記載の方法で培養 し
た。
RD変異の検出 本章1の 場合 と同様の方法で行った。
ミ トコン ドリアの形 態観察 定常期まで培養 したS.cerevlslae
ATCC7753を集菌、水洗後、1.5%過マンガン酸カ リウム溶液に懸濁
して1h冷 蔵庫に放置 した。遠沈 して過マンガン酸カ リウム溶液を除








脂肪酸の添加によって可能 となる。 これ らの場合 のRD変異発現率を
調べた(Table7)。ソルビ トール添加培養ではRD変異の誘導が90%と
い う高い値を示 したのに対 し、オレイン酸はソルビ トールに匹敵する
増殖効果 と脂質組成 の適応を もた らした にもかかわ らず、 そのRD変
異誘導率は低 く、30%であった。ソルビ トールとオ レイン酸を共に加
えて40℃で培養す るとソル ビ トールの効果は完全に失われ、RD変 異
率は30%程 度に留まり、オ レイン酸単独の場合 と同程度に低 くなっ
た。これは、ソルビ トール培地での適応よりも添加オ レイン酸の取 り
込み の方が早いのでRD変 異誘導率はオ レイン酸の影響を強 く受けて
低 くなったためと考えられる。
次に、ソルビ トールまたはオ レイ ン酸を添加 して40℃で培養 した時
のミトコン ドリアの電子顕微鏡写真をFig.1に示す。30℃の対照菌(
Fig.1-A)に見 られ るようにミトコン ドリアは好気的に増殖 している
時はクリステの発達 した二重膜構造 を有してお り、クリステには呼吸
系の酵素が局在 している。 ところが40℃培養では添加物には無関係 に
二重膜構造のオルガネラは観察 されたがクリステの発達は見られなかっ
た。(Fig.1-B,Fig.1-c)。このことは、40℃ではソルビ トール添加







































下 したこと(デー タ省 略)と一致 してい る。 ここで観察された二重膜構
造のオルガネラは、おそらくミトコン ドリアの前駆体、あるいは未発
達のミトコン ドリアとい うべきものであろう。無酸素の状態ではミト
コン ドリア 自体が存在せず、高濃度 のグルコース存在下では内膜のな
いプロミ トコン ドリアが観察 されている。またビタミンB1によるビタ
ミンB6欠乏を介 して起 こるヘム欠に基づ く呼吸能の低下の際には、チ
トクロムの欠乏 にもかかわ らず発達したクリステが認められ る(未発
表)など、同じ呼吸能低下 といっても ミトコン ドリアの形態 には様々
な状態が知 られてお り興味深いが、そのような形態変化を決定する要
因は不明である。
以上のよ うに、ソル ビ トール とオレイン酸添加培養におけるRD変
異発現率の違いは ミトコン ドリアの超微構造には反映 しなかったので、










合成培 地で は、 ソル ビ トール添加 と脂肪酸(オレイ ン酸)添加で は
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RD変異誘発は大 きく異な り、その発現頻度 はソルビ トールで は90%
以上であったが、オ レイ ン酸では20-30%に留まった。 しか も、オ レ
イン酸はソル ビ トールの効果 を低下させた。これ らRD変異発現頻度








第2章 ミ トコン ドリアの脂 質組 成 の変化
第1章 で、高温下では呼吸活性が低下 し、さらに培養の条件によっ
てはRD変異が高頻度に発現することを示 した。RD変異の頻度は、第
1章で述べたよ うに主 としてミ トコン ドリアの膜の安定性 と関係ある
と考えられ る。ソルビ トール添加の場合には脂質分析の結果、高温に
適 した脂質組成をとることがわかったが、 ミトコン ドリアの膜ではソ
ル ビ トールの保護効果は及ばず、従 って適応 も起こらない と考えられ
る。 このことを確かめるためにソル ビ トール添加培養菌か らミトコン
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ドリア画分を単離 し、 ミトコン ドリアのリン脂質の脂肪酸組成を調べ
た.
実 験 方 法
培 養S.cerevisiaeATCC7753をソル ビ トール 添加 合成培 地 を用 い、
40。Cで培 養 した。 対 照 は 無 添加 、30℃培 養 と した。
ミ トコ ン ドリア の単 離 対 数後 期 また は定 常 期 まで培 養 した菌(1。5
～2mg乾 燥 重 量)を 集 め 、 水 洗 後 、0。8Mソ ル ビ トー ル 、50mg
zymolyase(20T:生化 学 工 業)、0.1M2一メル カ プ トエ タノ ール を含 む
40mMリ ン酸 カ リ ウム緩 衝液(pH7.2)200m1中で30℃ 、60minイン
キ ュベ ー トして 得 られ た プ ロ トプ ラス トを遠 沈(2,500×g,10min)して
集 め、0.65Mソル ビ トール 、0.5mMEDTAを 含 む50mMリ ン酸 カ
リウム緩 衝 液(pH7.2)で洗 浄 した の ち、 同 じ緩 衝 液20mlに 懸 濁 し
てテ フ ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー で 破 砕 した 。 こ の ホ モ ジネ ー トを遠 沈
(2,500×g,10min)して 得 られ た 上 清 を、 さ らに高 速(21,000×g,
15min)で遠 心 し、 得 られ た 沈殿 を ミ トコ ン ドリア 画 分 と した。
脂 質 の抽 出 及 び 分 析 第1編 第1章 と同様 の方 法 で 行 った。
結果 と考察
ソル ビトール存在下400Cで増殖 し、すでに脂質組成の変化が起こり、
その高温 に適応 した状態で増殖を続 けている対数中～後期の菌体のミ
トコン ドリア画分 の リン脂質の脂肪酸組成を調べた結果、Table1に
示す ように、30℃の対照菌 と比べていずれの増殖期でもパル ミトレイ




































以降では、 ミトコン ドリアの膜でもすでに脂肪酸による適応が起 こっ
た後なので対数初期のミ トコン ドリアの脂質組成を調べる必要がある。
しか し、分析 に必要な量のミ トコン ドリア画分を対数初期で集めるの
は困難である。 また、膜の脂質組成 に変化があるとすると密度 も変化
している可能性 も高いので適当なマーカーを選んで密度勾配遠心分離








近い高頻度で起 こり、オ レイン酸添加ではその1/3程度で、 しか もソ
ルビ トールの効果を抑えることを、 ミトコン ドリアの膜の安定性の違
い、すなわち、流動性の違いを反映すると思われるミトコン ドリアの
膜の脂質組成の変化か ら証明しようと試みた。 しか し、実験に供 した
対数中～後期の菌体では細胞全体の膜ばか りでなくミトコン ドリアの
膜でもすで に高温に適応 した脂質組成の変化が見 られたのでRD変異
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発現 とミ トコン ドリア膜の不安定さ との関係を明 らかにするには至 ら
なかった。
第3章 アル コール発酵 の促進
ほとんどすべての生物は解糖系を有 してお り、この代謝系によって
効率は低いがエネルギーを獲得する ことができる。 とくに酵母、 とり
わけSaCC加romycθ8酵母では、好気的条件でもエネルギー産生におけ
るアルコール発 酵(正確 にはエ タノール発酵であるが ここで は慣習に
従いアル コール 発酵 と呼ぶ)の寄与は小 さくない。 しか し本酵母では
呼吸 と発酵は相互に調節 し合い、一般的に言えば好気的条件下では発
酵はかな り抑制 され(パス トール効果)1)、嫌気的条件下ではパス トー
ル効果は解除されて発酵が盛んになる。また、発酵によって呼吸が抑
制 される(クラブ トリー効果)2)ことも知 られている。前述のように、
高温培養下では好気的条件でも呼吸能の著 しい抑制が見られたが、こ
の場合のアル コール発酵の状態を知ることは興味ある研究課題である。








を定 量 した 。 そ の 方 法 は、 酵 母 のalcoholdehydrogenase(Sigma)を用
い て 、BerntandGutmannの 方 法3)に よ りNADHの 生 成 量 を測
定 して 算 出 し、培 養 液11あ た りの エ タ ノール のg数 で表 わ した 。
菌 体 の エ タ ノ ー ル 発 酵 能 対 数 後 期 で 菌 を 集 め 、水 洗 し、 そ の5
mg(乾燥 重 量)を5%の グル コー ス を含 む0.5M酢 酸 ナ トリウ ム緩 衝 液
(pH52)3mlに懸 濁 した 後 、30℃、80min振と う(120strokes/min)
し、20min毎にそ の 一 部 を とって遠 沈 し、 上清 のエ タ ノ ール を経 時 的
に 上 記 の 方 法 で 定 量 し、 菌 体1mg(乾 燥 重 量)当 り1hに 生 成 す るエ
タ ノ ー ル の 量(μmol)でそ の 発 酵 能 を表 わ した。
結果 と考察
Table1に両酵母 の培養液 中のエ タノール生成量 とそれ ら菌体のエ
タノール生成能を示す。40。CではYPDAmと6YDのいずれの培地で生
育 した菌体 も呼吸能 は低いが、エタノールの生成量は6YD培 地で盛






第1章 で述べたよ うに、YPDAm培 地では30℃でもNH4+によって呼
吸能が低下する。従って、パス トール効果が抑制されて発酵能は高 く
なるはずであるが、事実はTable1に示す ように著 しく低い値を示 し

























































呼吸 と同様に異化過程である解糖、発酵も抑制 されるためであろ うと
推定される。一方、40℃培養では ミトコン ドリア自体が未発達でTCA





の諸酵素の活性低下を考えると、これはパス トー ル効果 の解除の結果





































生化学 的機 構 は不 明で あ った 。ただ、我 々の研究 グルー プで、
αmdldatmpj(旧1∫s3)やあるいは最近では3a㏄hammyces4)酵母でも、
イノシ トール リン脂質シグナル伝達系の一過性の充進が仮性菌糸形成
の引き金 となることが発見され、よ うや く分子機構の研究の入口に達
したとい う状態である。
Sacc加mmyces酵母、特にScarlsわe㎎θη曲 では以前か らイノシ トー




糸形成 も起 こり、やは りイノシ トール リン脂質シグナル伝達系が関与
することがKonoら6)によって見出されている。Finkら7)も窒素源枯渇
によりScerθγfs∫aeがコロニー上で仮性菌糸型を示す ことを見出 し、
この際RASの活性化を伴 うことか ら出芽の方向性 とcAMPを介するシ
グナル伝達系が密接に関係 していることを示唆 しているが、それは単
に推定 に過ぎず、またイノシ トール リン脂質を介するシグナル伝達系
については何 も述べていない。 この ような"凝 集"や 仮性菌糸はいわ
ば酵母の多細胞化 とみなす ことがで きる。多細胞では個々の細胞での
ス トレスに対する接触面積が小 さくな り、また、細胞間での物質、情
報の流通が促進 されるのでス トレス に対する抵抗性が大きくなると考




実 験 方 法
菌 の 培 養&cerev∫s∫aeATCC7753と&car15わe㎎θη3おATCC9080
を100ml中、 グル コー ス0.5g、KHIPO40.11g、クエ ン酸 三 カ リウ ム
1.Og、カ ザ ミノ 酸0.8g、KCI85mg、CaC12・2H2025mg、FeC13・
6H200.5mg、MgSO4・7Hρ25mg、MnSO40.5mg、ビオ チ ン1.6μ
g、パ ン トテ ン酸 カ ル シ ウム0.25mg、ニ コチ ン酸05mg、 塩 酸 ピ リ ド
キ シ ン2.0μg、 ミオ イ ノ シ トール0.5mgを 含 む培 地(pH5.4)50mlを
300m1三角 フ ラス コ に入 れ て30℃と40℃で振 と う培養(120strokes/
min)した。 必 要 に 応 じ て塩 酸 チ ア ミンを100ml中0.1mg、エ タ ノ ー
ル を終 濃 度2.5%、 ソル ビ トール を1Mに な る よ うに添 加 した 。 菌 の
接 種 量 は 、30℃で は35×105cells/ml、40℃で は1.75×106cells/mlと
した。
菌 の形 態 の 観 察 対 数 後 期 の 菌 の 形 態 を 光学 顕 微 鏡 で 観 察 した 。
結果 と考察
Scar勧eエgen曲は、上記の培地を用いて30℃で培養するとFig.1-
Aの ように酵 母型を示 したが、そこにチア ミンを加 えて培養す ると
Fig.1-Bのよ うに 仮 性 菌 糸型 で増 殖 す る こ とが わ か っ た。
5aoc加mmycθs酵母ではチア ミンは膜に存在する特異的な蛋 白質 と結
合 して細胞内に取 り込まれ多量に蓄積することが知 られてお り8)、お
そ らく膜への継続的な結合がス トレスとなって形態変化をもたらした






























ルホワイ トで菌体を蛍光染色 して顕微鏡観察 した結果、細胞はキチン
に富む隔壁で連なっていることが明 らかになった。従って、この"凝
集"体 は先に述べた ように細胞の分裂抑制によって形成されたもので、
以 前 か ら知 られ て い る イ ノ シ トー ル 欠 乏 培 地 で 生 育 した
3accカammyce5酵母 の"凝 集"と 同様 の もので あった。また 、5.
cθrθv15faeの場合は30。C、チア ミン無添加の条件でもεcarlsbe㎎eηsjs
のような仮性菌糸型は認められず、凝集も起こらなかったが、40℃で




でも40℃では仮性菌糸型の形成が抑制されて、"凝 集"体 のみ となっ
たのは興味深い。一方、これらの"凝 集"も 仮性菌糸形成 もソル ビ トー
ル添加 によって完全に抑制された(Fig.1-c、Fig.1-E、Fig.2-D)。
ソル ビ トールは前記のように培地の浸透圧を上げて膜を安定化する作
用があ り、従って、ソルビ トールの効果はこれ ら多細胞化が膜の流動























られたイノシ トール欠乏ばか りでな く、種々の細胞外ス トレスによっ
て出芽細胞の分裂抑制による仮性菌糸や見かけの"凝 集"が 起 こるこ
とがわかってきたが、 ここに新たに高温ス トレスによっても"凝 集"
を生じることが明らかになった。また、仮性菌糸を与えるようなス ト
レス、た とえばエタノールやチア ミンの存在下でも培養温度を40℃に
すると細胞が"凝 集"す ることがわ かった。さらに、膜安定化剤であ
るソルビ トールによって、この高温 による"凝 集"も 仮性菌糸 と同様
に完全に抑制 された。従って、高温 ス トレスは膜の流動性の上昇を介
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レスがイ ノシ トール リン脂質シグナル伝達系の充進をもた らし、それ
が引き金 となって仮性菌糸が形成され る1)。同様に5aCC加romycθS酵
母において も高温、イノシ トール欠乏、エタノールその他のス トレス
が仮性菌糸ばか りでな く.見 かけの"凝 集"の ような多細胞化を引き
起 こす ことがわかったので、ここには共通の機構が存在すると考えら
れる(Fig.1)。高温 とエタノールは膜 に直接作用 し膜の流動性を上昇
させるス トレスである。また、イノ シ トールは膜 リン脂質の成分であ
るため、これ を欠いた培地ではボス ファチジルイノシ トールの合成が
進まず完全な膜が形成 されないことか ら、イノシ トールの欠乏も膜を
不安定 にす るス トレスであると言 える。Cεropjcalfsのエタノールに
よるイノシ トール リン脂質 シグナル伝達系の充進は膜の流動性の上昇
を伴 うことが立証 されている2)。従って、Sacc加omyces酵母でもこ
れ らス トレスによって同様の機構で形態変化が起 こることは充分考え
られることであ り、その結果、"凝 集"や 仮性菌糸などの多細胞化が



























関わ りがあることがわかってきた。 よく知 られたシグナル伝達系はイ
ノシ トール リン脂質 とadenylatecyclase(AC)-cAMP系であ り動物細胞
を中心に研究が進められている(Fig.2)。イノシ トー ル リン脂質の








起 こる。 その結果、生 じたcAMPによってプロテインキナーゼAが 活
性化 され ることになる。 これ ら二つ のシグナル伝達系は互いに促進的
あるいは抑制的に作用することにより様々な細胞応答を引き起こす。
一方、エタノールによるイノシ トール リン脂質シグナル伝達系の充
進 は、先に述べ たC`mρ1calj8や&car15be㎎eηsf5ばか りでな く肝細
胞3)や神経細胞4)でも報告 され ている。エタノールには受容体が存
在す るはず はな く、エタノールはGタ ンパク質または直接PLCの活性


















































れに伴ってイノシ トール リン脂質 シグナル伝達系の充進が起 こる可能
性が大きいので検討を加えた。
実験方法
菌の培養 と形態の観察 先の第1章 と同様の方法で行った。
菌体内IP3含量の測定 集菌、洗浄 した菌(乾燥重量100g)を25mM
トリス緩衝液(pH7.4)、2mMEDTAを含む6%ト リクロロ酢酸
(TCA)溶液に懸濁 し、ガラスビーズ(0.45mm)を用いて0℃ で破砕 し
た。 このホモジネー トを遠沈 して得 られた上清に水飽和ジエチルエー



































のシグナル伝達 系の充進の関与が 明らかになっている他のス トレス








欠乏の場合も培養4hに 極めて小 さな第2の ピークが認められた。
その生理的意義、役割は不明であるが明確な第2の ピークが現われる
エタノール添加では仮性菌糸が形成 され、他の場合は"凝 集"が 生じ
ることと関係が あると思われ る。IP3の第1の ピークが出芽細胞の分
裂抑制の引き金 とな り、第2の ピークが個々の細胞の伸張をコミッ ト
してい るのか もしれ ない。 ともあれ、Cεropjca加で見出されたス ト
レスによるイノシ トール リン脂質シグナル伝達の充進に伴 う仮性菌糸








































膜の流動性を測定 した報告は数多 くあり、その測定方法もい くつか































ル1,3,5一ヘキサ トリエン:DPH)を加えて膜内に取 り込ませ、 リン
脂質のア シル基 をラベル し、蛍光の偏光度(P値)がリン脂質 の回転に
よって減少することを利用する方法1)で膜の流動性を測定 した。従っ
てP値が小 さいほど膜の流動性が大きい ことを示す。培養菌体(0.4～
0.6mg乾燥重量)を水洗後、エタノール に溶か した5μMのDPHを 含
むー合成培地5mlに 懸濁 し、30℃で15minインキュベー トして膜をラ







養ではソル ビ トールまたはオ レイン酸を添加 した。P値 は30℃≒20℃
》40。C(ソルビ トール)>40℃(オレイ ン酸)の順であ り、従って膜の
流動性はその逆で30℃と20。C培養で最も低 く、オレイン酸添加40℃培
養で最 も高いことになる。まず、30℃培養菌体 と40℃培養菌体の膜の
流動性の差 について考えてみる。第1部 第3章 で述べたように、40℃




が低い流動性を示 してもよいはずで ある。 しか し、実際はその反対で
あった。 このことを説明するには次 のように考えることができる。菌
は40℃で増殖 している間にその温度に適 した脂質の合成 と膜への配分
を行っていることはすでに述べた通 りであり、 このような膜脂質組成
の変化に加えて熱 ショックタンパク質、 トレハ ロースなどの合成、蓄
積、あるいは細胞水の構造変化2)などあらゆる手段をつ くして高温に
適応 しよ うとするが、やは り高温の影響は大きく、膜の流動性 も致死






同じ40℃培養でも、ソルビ トー ル添加 に比べ てオ レイ ン酸添加菌の
方が膜の流動性が高かった。 この原 因としてす ぐに思いつ くのは後者




い。 しか し、それ よりもオ レイン酸添加培養ではオレイン酸の蓄積が
脂質合成(脂肪酸ばか りでな くステロールも)のフィー ドバ ック抑制を
引き起 こし、そのために脂質組成の適応が不充分 となって高温下の膜
の流動性の上昇を防 ぐことが困難 となったためであると考えられる。
いずれに して も、 これ らの結果は40℃培養では膜脂質の適応は起 こる
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が、やは り30℃培養に比べると増殖が劣 り、同じ40℃培養でもオレイ















相転移が起 こらないことを示 している。また、40℃を超える と膜の流













































プローブで ラベル してinvivoで直接測定 した。40℃培養菌では20℃
や30℃菌に比べて流動性は大きく、オ レイン酸添加培養菌では特に顕
著であった。 このことは、40℃におけるソル ビ トール とオ レイン酸の
増殖効果の違いを反映 していて、脂質分析の結果 と考え合わせると、
オ レイ ン酸添加の場合、遊離ステロールの含量が少ないために膜の流

















な面か ら5-6)も研究されてい る。 しかし酵母の自己消化 に関 しては生
化学的な研究7-9)はなされているが、超微構造的な研究はほ とんど見
当た らない。 これは自己消化が起 こる時期をタイ ミングよくとらえる
ことができないことや、有機溶媒な どによって自己消化を起 こさせた
場合では構造変化が速やかに起 こるため自己消化過程の細胞構造の変
化を細か くとらえることが困難なた めであると思われ る。一方、第3
章で述べるよ うに高温培養菌は増殖 中は自己消化 しないが、その懸濁
液をインキュベー トすると、有機溶媒などを加えなくても自己消化が
起 こることを見出 した10)ので、この系を用 いフ リーズエ ッチング法で
菌体を処理 し、細胞表層 と細胞内の変化を電子顕微鏡により観察 した
11)
。
実 験 方 法
培 養&cere幅5∫aeIFO1346と8cerev∫813eATCC7753を、YPD培
地(4%グ ル コー ス 、1%ペ プ トン、1%酵 母エ キ ス)中、37℃で 対 数 増
一132一
殖期まで培養 した。
自己消化 集菌、水洗後、30mMリ ン酸カ リウム緩衝液(pH4.7)に
懸濁 し、46。Cでイ ンキュベー ト(0、2、5、24h)した後、菌体を次の
四つの方法で処理 した。(1)直ちに、液体窒素(-210℃)で凍結。(2)
一度水洗 した後、(1)と同様 に凍結。(3)2.5%グルタルアルデヒ ド/
70mM(pH7.0)リン酸カ リウム緩衝液を用い、室温(約20℃)で菌を固




















スで、細胞質には大きな液胞が見られた。 これ らの菌を水に懸濁 して
46℃で2hイ ンキ ュベー トしても生存率は80%と高かった。 メチレン
ブルーで染ま らなかった細胞は小さ く、輪郭も不規則であった。おそ
らく細胞表層が損傷を受けて、細胞 内外の浸透圧のバランスが崩れた
ためであると思われ る。インキュベーシ ョン5h後 では、大部分の細




46℃でインキュベー トしないで直 ちに固定 して電顕観察 したものであ
る。細胞壁はスムースで、形質膜は小枝状の窪み(invaginataion:1)以
外は、穎粒(膜 タンパク質であることが知 られている12))が密に点在
してお り、高温培養にもかかわ らず正常な構造を示 していた。このこ
とは、37℃培養では少な くとも対数増殖期までは自己消化は起 こらな
いことを示 している。46℃でインキュベーシ ョン2h後 ではほ とんど
全ての細胞でオルガネ ラ(核、 ミトコン ドリア、小胞体、液胞)が消失
し(Fig.2)、形質膜の大部分はinvaginationを失い穎粒のないスムー
スな領域を生 じ、つなぎ合わせたよ うな構造を示 した6こ のスムース
な領域 は、細胞の死後現われてくることが知 られていて、同様の領域
がScerεv∫sfae細胞の凍結融解繰 り返 しによっても生 じることが認め





















































してきた。 この穎粒は酵母や糸状菌を長時間培養 した際に見 られるも
ので、自己消化中の細胞壁の崩壊の最後の段階を示すものと考えられ















養 し、その後46℃で適当な時間イ ンキュベー トした後、その細胞の超










過程を明 らかにしたばか りでなく、培養中は安定に増殖 した菌体を簡





































































温で培養 した菌体を45℃でインキ ュベー トすることによって起こる自
己消化を経時的に測定 した結果をFig.1-Aに示す。 自己消化指数
(autolysisindex)は、タンパク定量で得 られた660nmでの0.D値 を





得 られた。 このことは自己消化がほぼ完全に起 こった ことを示 してい
る。Fig.1-Bは、酢酸エチルの自己消化促進効果を30℃培養菌 と40℃
培養菌で比較 した ものである。いずれの場合も酢酸エチル添加による
自己消化 の上昇がみ られ、30℃菌では特にその効果が大きい ことが示









































































(デー タ省 略)。この こ とは、先の 自己消化処理のイ ンキュベーシ ョン
開始時(Oh)の自己消化指数が小さい、すなわち、細胞内容物の漏れ










ことを示 している。なお、2一メルカプ トエタノール を加えない と、高
































ンキュベー トすることによって効率 よく自己消化させる方法を開発 し
た。有機溶媒を用いないため、無害で しかも簡便な方法 として酵母エ
キス製造に利用できる可能性がある ことを示 した。また、廃糖蜜培養












生物にとって、環境 の変化(ストレス)に対 して応答 し、適応するこ
とは生命を維持するうえで極めて重要な課題である。本論文は、"温
度"と い う生物一般に最も普遍的な環境を取 り上げ、対象 としては真
核生物を、その中でも温度変化の影響を直接受けると考え られる単細
胞の酵母を選び、脂質代謝、呼吸と発酵、および細胞形態の面か らそ
の応答 ・適応の機構 を生化学的に研究した結果をま とめたものである。




記述された6%と い う高濃度の酵母エキスを含む天然培地を用いな く
ても、合成培地に高濃度(0.5M～1M)のソル ビ トールなどを加えてそ
の浸透圧を上げることによって形質膜を保護するか、あるいは本酵母
の構成脂肪酸の うちパル ミチン酸またはオ レイン酸を添加 して膜の脂
質組成を変えると、40QCでも菌の増殖が可能 となることを示 した。こ
れ らの添加効果は、ソルビ トールが最 も高く、オ レイン酸がそれに次
ぎ、飽和脂肪酸のパルミチン酸は予想に反して最も低かった。さらに、
40℃では酢酸塩を添加 しても増殖可能 とな り、 この温度ではピルビン
酸からのアセチルCQAの供給がネ ックになることが示唆された。また、
工業的に汎用 される廃糖蜜培地で も接種量を107cells/m1に上げる と
酵母は40℃で も増殖 し得 ることがわかった。一方、Ph.酌odo罪maで
は28℃における菌の増殖に とって最 も効果的な条件は、接種量 を108
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cells/mlまで上げることであ り、ソルビ トールは低いなが らも促進効
果を示 した。
次に、このよ うな条件下の酵母の高温増殖の機構を知るために、増
殖 と脂質組成 との関係、さらに膜の流動性 と脂質組成 との関係を調べ
た。ソルビ トールを添加 してScθrθ嘱aθを培養 した場合、ソル ビ トー
ルの保護のもとに増殖が始まると次第に脂質組成が変化することがわ
かった。すなわち脂質のアシル基ではパル ミトレイン酸の減少 とオ レ
イン酸の増加が見 られ、その傾向は全脂質および膜に局在する リン脂
質のいずれ においても認められた。一・方、全ステ ロール含量は減少 し
たが、膜にのみ存在する遊離型ステロールの含量は増加 した。一般に、
膜の流動性 に最も大きな影響を与えるのはリン脂質のアシル基であ り、







の生成 とその不飽和化を促 しオ レイン酸が増加する。(3)オレイン酸















場合には、オ レイン酸はそのまま菌体に取 り込まれ、そのフィー ドバ ッ
ク阻害によってパル ミ トレイン酸が減少 し、ソルビ トール添加高温適
応の場合 と同様の脂肪酸組成 となることが明らかになった。この場合
も、その変化は全脂質 とリン脂質の両方で観察された。オレイン酸添
加の場合、ステ ロール含量はかな り減少 し全ステ ロールではエルゴス
テ ロールの前駆体の蓄積が見 られた。このことはオ レイン酸の増殖促
進効果がソル ビ トールの場合 よりも劣ることの少なくとも一つの原因
であることを示す とともに、オ レイ ン酸は脂肪酸合成ばか りでなくス
テ ロール合成をも制御するとい う新 しい事実の存在を意味 している。
一方、膜を構成する遊離型ステ ロール含量は、オ レイン酸添加で増加
し、ソルビ トール添加の場合 と同様、流動性の上昇が防がれると判断
された。一方、パル ミチン酸を添加するとパル ミチン酸 自身は増えた
が、その不飽和化 も進み、その結果パル ミトレイン酸が顕著に増加 し、
鎖長の伸長が妨げられてオ レイン酸 の減少を招いたと考えられる。パ
ル ミチン酸添加による増殖がソル ビ トールやオ レイン酸の場合に比べ
一148一









示 された。従って、ソルビ トー ル共 存下では膜 が保護 されてい る間に
グル コースかちピルビン酸を経てアセチルCoAが生成 し、次いで高温
に適 した組成になるように脂質の合成 と、膜への配分が起こることが














ステ ロールはともに30℃対照菌とあまり変わ らず、膜脂質 レベルでの
温度適応はほとんど起 こらないことがわかった。全脂質で増加 したパ
ル ミトレイン酸 は、貯蔵型の脂質画分(トリア シルグ リセ ロール とス
テロールエステ ル)にみ られ、主としてステロールエステル 画分に存
在することがわかった。以上の事実は、低温でも温度に適応 してパル
ミトレイン酸が増加 しオレイン酸が減少するが、その大部分は膜へ配

























特に、合成培地 でソルビ トールを添加 した場合にはその発現頻 度は
90%以上に及んだ。 ところが、脂肪酸添加の場合には、20～30%に留
まるばか りでな く、ソルビ トールに よる誘導も抑制された。高温では
ミトコン ドリア の膜の流動性が高ま り、DNAが膜から離れやす くな
り、分子内相同部分の組み換えによってDNAが断片化されてRD変異
が発現 する と考 えられる。ソルビ トール添加 と脂肪酸添加の場合に
RD変異の頻度が著 しく違 うのは、脂肪酸はミトコン ドリアの膜にも
取 り込まれ膜が安定化 されるのに対 し、ソルビ トールはミトコン ドリ
アの内外の浸透圧には影響せず、従 って膜は高温によって流動性が上







イノシ トー ル 欠乏で見 られ るよ うな見か けの凝集が起こることがわかっ
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た。 ここでも他のス トレスによる形態変化の場合と同様に、イノシ トー
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